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Geenitekniikan menetelmissä hyödynnetään tietoja nukleiinihappojen eli DNA:n 
ja RNA:n rakenteesta ja toiminnasta, proteiinisynteesistä sekä geenien sääte-
lystä. DNA:han sisältyy solun perinnöllinen tieto, jonka ilmentämisessä eli 
proteiinisynteesissä RNA toimii. Kun tutkitaan eukaryoottien geenien toimintaa, 
valmistetaan usein cDNA-kirjastoja. Tällöin saadaan mukaan ne geenit, joita 
kyseisellä hetkellä solussa ilmennetään. cDNA-kirjasto on siis edustava koko-
elma näytteen mRNA-populaatiosta eli transkriptomista tietyllä hetkellä. 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena on perehtyä kirjallisuuteen perustuen yhdistelmä-
DNA -tekniikassa käytettäviin menetelmiin. Työssä käydään läpi geneettisen 
tiedon kulkua DNA:sta mRNA:n kautta aina proteiinisynteesiin saakka sekä 
hieman geenien toiminnan säätelyä. Työssä tulee selvitettyä myös erityisesti 
cDNA-kirjaston valmistukseen liittyviä geeniteknisiä menetelmiä lähtien RNA:n 
eristyksestä, PCR-monistusten sekä vektorin valmistamisen kautta E. coli -
solujen transformointiin. 
 
Työn kokeellinen osuus tehtiin Oulun yliopiston lääketieteellisen tiedekunnan 
fysiologian laitoksella vuonna 2008 ja työn valvojana toimi tutkija, filosofian 
tohtori Johanna Veijola. Opinnäytetyö ei kuitenkaan sisällä varsinaista kokeel-
lista ja tuloksia sisältävää osiota, vaan on tehty kirjallisuuteen perustuen liittyen 
kokeellisessa osuudessa cDNA-kirjaston valmistuksessa koettuihin asioihin ja 
menetelmiin.  
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 1  JOHDANTO 
 
 
Nukleiinihapot eli DNA ja RNA ovat erikoistuneita informaation varastointiin ja 
siirtoon. DNA:han sisältyy solun perinnöllinen tieto, jonka ilmentämisessä eli 
proteiinisynteesissä RNA toimii. Proteiinisynteesiksi kutsutaan biologista proses-
sia, jossa solu valmistaa aminohapoista proteiineja mRNA:n ohjeen mukaisesti. 
Solu ei koskaan valmista proteiineja turhaan, vaan kullakin hetkellä valmistuvat 
proteiinit ovat juuri silloin tarpeellisia. Proteiinisynteesiä voidaankin säädellä, ja 
yleisesti puhutaan geeniekspression eli geenien ilmenemisen säätelystä. 
(Suominen – Pärssinen – Haajanen – Pelkonen 2010, 15, 44.) 
 
Tutkittaessa eukaryoottien geenien toimintaa valmistetaan usein cDNA-kirjas-
toja. Tällöin saadaan mukaan ne geenit, joita kyseisellä hetkellä solussa ilmen-
netään eli aktiiviset mRNA:ta tuottavat geenit. cDNA-kirjasto on siis edustava 
kokoelma näytteen mRNA-populaatiosta eli transkriptomista tietyllä hetkellä. 
(Suominen ym. 2010, 69.) 
 
Polymeraasiketjureaktio eli PCR (engl. Polymerase chain reaction) on tunnetun 
DNA-jakson monistamista. Tällä keinolla saadaan monistettua esimerkiksi yksit-
täistä geeniä tai muuta DNA-pätkää jopa miljardikertaiset määrät hyvin pienestä 
lähtöainemäärästä, ja siksi PCR onkin yksi tärkeimmistä molekyylibiologian me-
netelmistä. Jotta voitaisiin valmistaa cDNA-kirjastoja hyvinkin pienistä mRNA-
määristä, käytetään apuna polymeraasiketjureaktiota. Templaattina PCR:ssä on 
vaan aina DNA, joten haluttaessa monistaa RNA:ta on se ensin käännettävä 
DNA:ksi eli cDNA:ksi. (Suominen ym. 2010, 153, 170; PCR. 2011.) 
 
Vektoreita käytetään geenitekniikassa kuljettamaan haluttu DNA-jakso toiseen 
eliöön, yleensä bakteeriin. Vektoreiden päätyyppejä ovat plasmidivektorit, 
faagivektorit sekä lambda- ja kosmidivektorit, joilla kaikilla on omat etunsa ja 
    
   
   
7 
käyttökohteensa. Plasmidivektorit olivat ensimmäisiä kloonausvektoreita ja ovat 
edelleen hyvin laajasti käytössä, koska ne ovat yksinkertaisimpia käyttää. Ne 
ovat myös erinomaisia vektoreita cDNA-kirjastojen valmistuksessa. (Suominen 
ym. 2010, 74; Prescott – Harley – Klein 2002, 333 - 334.) 
 
Geenitekniikassa transformaatiolla tarkoitetaan DNA:n siirtämistä bakteeri-, 
hiiva-, home- tai kasvisoluun, kun kuljettajana eli vektorina on plasmidi. Trans-
formaatiossa on siis kyse geneettisen materiaalin siirtymisestä DNA-molekyyli-
en välityksellä solusta tai eliöstä toiseen. (Suominen ym. 2010, 140.) 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena on perehtyä kirjallisuuteen perustuen yhdistelmä-
DNA -tekniikassa käytettäviin menetelmiin. Työssä käydään läpi geneettisen 
tiedon kulkua DNA:sta mRNA:n kautta aina proteiinisynteesiin saakka sekä 
hieman geenien toiminnan säätelyä. Työssä tulee selvitettyä myös erityisesti 
cDNA-kirjaston valmistukseen liittyviä geeniteknisiä menetelmiä edeten RNA:n 
eristyksestä PCR-monistusten sekä vektorin valmistamisen kautta E.coli -
solujen transformointiin. 
 
Työn kokeellinen osuus tehtiin Oulun yliopiston lääketieteellisen tiedekunnan 
fysiologian laitoksella vuonna 2008 ja työn valvojana toimi tutkija, filosofian 
tohtori Johanna Veijola. Fysiologian laitoksella tutkittiin sydämen toimintaa solu- 
ja molekyylitasolla. Opinnäytetyö liittyi laitoksella diagnostisten menetelmien 
kehittämiseen sydämen toiminnan mittaamiseksi. Tavoitteena oli löytää uusia 
vasta-aineita käytettäväksi diagnostisessa määrityksessä ihmisen verinäytteistä. 
(Veijola 2011.) Opinnäytetyö ei kuitenkaan sisällä varsinaista kokeellista ja 
tuloksia sisältävää osiota, vaan on tehty kirjallisuuteen perustuen liittyen 
kokeellisessa osuudessa cDNA-kirjaston valmistuksessa koettuihin asioihin ja 
menetelmiin.  
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 2  NUKLEIINIHAPOT JA NIIDEN RAKENNE 
 
 
Nukleiinihapot ovat erikoistuneita informaation varastointiin ja siirtoon. Niitä ovat 
DNA eli deoksiribonukleiinihappo sekä RNA eli ribonukleiinihappo. DNA:han 
sisältyy solun perinnöllinen tieto, jonka ilmentämisessä eli proteiinisynteesissä 
RNA toimii. Ne rakentuvat nukleotideista, joiden perusrakenne on sama: 
fosfaattiryhmä, pentoosisokeri eli viisihiilinen monosakkaridi ja orgaaninen 
emäs. Nukleotidit liittyvät yhteen muodostaen kuvan 1 mukaisia pitkiä ketju-
maisia nukleiinihappomolekyylejä. (Suominen ym. 2010, 15; Heino – Vuento 
2002, 39; Ulmanen – Tenhunen – Ylänne – Valste – Viitanen 1998, 11.) 
 
KUVA 1. Nukleiinihappojen (DNA ja RNA) rakenne (Ribonucleïnezuur. 2011) 
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Nukleiinihappojen runko muodostuu vuorottelevista toisiinsa sitoutuneista 
sokeri- ja fosfaattimolekyyleistä. Peräkkäiset nukleotidit liittyvät toisiinsa sokeri-
ja fosfaattiryhmien välisten 3'-5'-fosfodiesterisidosten välityksellä. Fosfaattiosa 
sitoutuu siis aina edellisen sokerin 3'-asemaan ja jälkimmäisen sokerin 5'-
asemaan. Tästä aiheutuu nukleiinihappojuosteille tietty suunta eli polariteetti. 
Nukleiinihappojen alkupäässä on fosfaattiryhmä ja loppupäässä hydroksyyli-
ryhmä. Nukleiinihappojen emäsjärjestys eli sekvenssi ilmoitetaan aina 5'→3'-
suunnassa. Fosfaattiryhmät aiheuttavat myös nukleiinihappojen happamuuden 
sekä voimakkaan negatiivisen sähkövarauksen. (Suominen ym. 2010, 18; Carpi 
2003; Ulmanen ym. 1998.) 
 
Jokainen sokerimolekyyli sitoutuu nukleotidin kolmanteen rakenneosaan eli 
orgaaniseen emäkseen. Näitä nukleiinihapoissa esiintyviä emäksiä on ainoas-
taan neljä erilaista kussakin molekyylissä. Se, missä järjestyksessä emäkset 
ovat, määrää nukleiinihapon geneettisen informaation. (Carpi 2003.) 
 
2.1  DNA:n rakenne 
 
Useimmilla eliöillä viruksia lukuun ottamatta perintöaines on varastoituneena 
DNA:han. DNA:n nimi deoksiribonukleiinihappo juontuu sen sokeriosasta, 
deoksiriboosista. Verrattuna RNA:n sokeriosaan riboosiin deoksiriboosissa ei 
ole happiatomia 2'-asemassa. Riboosilla 2'-asemassa on hydroksyyliryhmä 
(OH), kun taas deoksiriboosilla ainoastaan vetyatomi. (Suominen ym. 2010, 15; 
Carpi 2003.) 
 
DNA:n muodostavat neljä erilaista nukleotidia, joiden emäkset ovat adeniini (A), 
guaniini (G), sytosiini (C) ja tymiini (T). Kemiallisen rakenteensa ansiosta nuk-
leotidien on mahdollista sitoutua pareittain vetysidoksin, kuten kuvassa 2 on 
esitetty. DNA:ssa nämä parit ovat A-T ja G-C. Kaksi oligo- tai polynukleotidi-
juostetta, joissa on vastakkaiset nukleotidijärjestykset voivat siis sitoutua kaksi-
juosteiseksi ketjuksi. DNA-molekyylit ovatkin yleensä kaksijuosteisia. (Heino – 
Vuento 2007, 40.) 
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KUVA 2. DNA:n kemiallinen rakenne. Viisikulmiot deoksiriboosiyksiköitä, niiden 
välissä fosforihappoa. Värilliset renkaat typpiemäksiä. (DNA. 2011.) 
 
DNA-molekyylin juosteet ovat sitoutuneena toisiinsa emäspariutumissäännön 
mukaisesti vetysidoksilla. Adeniini ja tymiini sitoutuvat toisiinsa kahdella vety-
sidoksella, kun taas guaniini ja sytosiini kolmella, minkä vuoksi guaniini-
sytosiinisidos on vahvempi (kuva 2). Tämä vaikuttaa DNA-juosteiden välisen 
sitoutumisen lujuuteen. Mitä enemmän DNA:ssa on G-C emäspareja, sitä voi-
makkaampi käsittely tarvitaan juosteiden erottamiseksi toisistaan eli DNA:n 
denaturoimiseksi. Denaturointi tapahtuu esimerkiksi kuumentamalla, kuten 
PCR-reaktiossa, tai emäskäsittelyllä, jolloin juosteiden väliset vetysidokset 
katkeavat. Poistamalla denaturoiva tekijä DNA:n kaksoiskierre saadaan palau-
tettua eli renaturoitua. Yhdistelmä-DNA-tekniikassa hyödynnetään näitä tietoja 
nukleiinihappojen sidosvoimakkuuksista muun muassa PCR-tekniikassa 
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reaktio-olosuhteita suunniteltaessa. (Suominen ym. 2010, 20.) 
 
2.2  RNA:n rakenne 
 
Toisin kuin perintöaineksen varastomolekyylinä toimivalla DNA:lla RNA:lla on 
soluissa useita eri tehtäviä. Lähetti-RNA eli mRNA (engl. messenger RNA) 
vastaa geneettisen informaation siirrosta DNA:lta ribosomeille, siirtäjä-RNA eli 
tRNA (engl. transfer RNA) kuljettaa aminohappoja ribosomeille proteiinisyntee-
sin aikana ja ribosomaalinen RNA eli rRNA (engl. ribosomal RNA) toimii riboso-
mien rakenneosana. Näiden tunnetuimpien RNA-tyyppien lisäksi on olemassa 
myös kahta muuta, siRNA (engl. small interfering RNA) sekä mikro-RNA 
(miRNA, engl. microRNA), jotka osallistuvat enimmäkseen geenien ekspression 
säätelyyn. (Suominen ym. 2010, 29; Heino - Vuento 2007, 42.) 
 
RNA eli ribonukleiinihappo muodostuu myös toisiinsa sitoutuvista nukleotideistä, 
kuten DNA. Nukleotiditkin ovat muuten samat, mutta DNA:n tymiinin sijaan 
RNA:ssa on urasiili U. Sokeriosana RNA:ssa on riboosi, jonka hiileen numero 1 
emäs sitoutuu. Hiilessä numero 2 on hydroksyyliryhmä -OH, mikä erottaa 
DNA:n ja RNA:n sokeriosat toisistaan. RNA:n hydroksyyliryhmästä on seurauk-
sena myös se, että RNA-molekyylin kierre poikkeaa hieman DNA:n kierteestä, 
ja siksi RNA-molekyyli ei ole yhtä pysyvä kuin DNA. DNA:n tapaan RNA:ssakin 
on 3'- ja 5'-päät, mutta RNA esiintyy yksijuosteisena ketjuna. (Tapana 2010, 29.) 
 
Lähetti-RNA eli mRNA (engl. Messenger RNA) syntyy solun tumassa transkrip-
tiossa DNA:n emäsjärjestyksen määräämänä. mRNA sisältää geneettisen infor-
maation, jonka avulla sytoplasman ribosomeissa valmistetaan proteiineja. 
Ennen kuin mRNA voi kulkeutua tumasta sytoplasmaan translaatiota varten sii-
hen on tehtävä muutamia muutoksia. Lähetti-RNA:n 5'-päähän liitetään GTP eli 
guanosiinitrifosfaatti, yksi RNA:iden nukleotideista, johon on liittyneenä metyyli-
ryhmä. Tätä kutsutaan CAP-rakenteeksi ja sen tarkoitus on stabiloida mRNA:ta 
ja suojata sitä RNA:ta hajottavilta ribonukleaasientsyymeiltä. mRNA:n 3'-päähän 
liitetään sen sijaan useita adenosiiniribonukleotideja eli poly(A)-häntä. Sekin 
suojaa mRNA:ta sitä hajottavilta entsyymeiltä, mutta poly(A)-hännällä on myös 
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muita tärkeitä tehtäviä esimerkiksi transkription lopetuksessa, mRNA:n 
kuljetuksessa tumasta sytoplasmaan ja translaatiossa. Eukaryoottisolujen DNA 
sisältää eksoneita ja introneita, joten lopuksi vielä intronit poistetaan mRNA:sta 
silmukoinnilla ennen sen siirtymistä tumasta sytoplasmaan. Prokaryoottisoluissa 
ei ole tumaa eikä DNA:ssa introneita, joten niillä sytoplasmassa syntyvä mRNA 
voidaan käyttää sellaisenaan proteiinisynteesissä. (Suominen ym. 2010, 31; 
Lähetti-RNA. 2011.) 
  
Vaikka lähetti-RNA:lla on erittäin oleellinen osa proteiinisynteesissä, koska sen 
emäsjärjestys määrää solun kaikkien proteiinien syntetisointia, ainoastaan 2-5 
prosenttia solun kokonais-RNA:sta on mRNA:ta. Sen sijaan jopa 80 % RNA:sta 
on ribosomaalista RNA:ta ja noin 15 % siirtäjä-RNA:ta. (Tapana 2010, 31.) 
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 3  PROTEIINISYNTEESI JA SEN SÄÄTELY 
 
 
Proteiinisynteesiksi kutsutaan monimutkaista ja runsaasti solujen energiaa 
kuluttavaa biologista prosessia, jossa solu valmistaa aminohapoista proteiineja 
mRNA:n ohjeiden mukaisesti. Varsinainen proteiinisynteesi eli translaatio tapah-
tuu sekä pro- että eukaryoottisolujen sytoplasmassa ribosomeilla. Ohjeet prote-
iinien valmistukseen sisältyvät tumassa sijaitsevan DNA:n geneettiseen koodiin, 
joten ennen varsinaista translaatiota tumassa tapahtuu transkriptio, jossa 
geneettisen koodin sisältävä DNA:n nukleotidijärjestys käännetään mRNA:ksi. 
Kuvassa 3 on esitetty proteiinisynteesin perusrakenne. (Suominen ym. 2010, 
44; Proteiinisynteesi.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 3. Proteiinisynteesin perusrakenne (Proteiinisynteesi. 2006) 
 
 
3.1  Transkriptio 
 
Solun tumassa tapahtuvassa transkriptiossa valmistetaan DNA-juosteelle 
komplementaarinen RNA-juoste RNA-polymeraasientsyymin avulla. Tapahtu-
mana transkriptio on hyvin samanlainen kuin DNA:n kahdentuminen eli repli-
kaatio. (Suominen ym. 2010, 32.) 
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Ennen kuin varsinainen transkriptio alkaa, sitoutuu RNA-polymeraasi geenin 
säätelyalueella sijaitsevaan promoottoriin. RNA:n synteesi alkaa täsmälleen 
tietystä paikasta geeniä, promoottorialueella sijaitsevasta initiaatiokohdasta. 
RNA-polymeraasi kulkee pitkin templaattina toimivaa DNA-juostetta ja lisää 
muodostuvaan RNA-juosteeseen ribonukleotideja emäsparisäännön mukaises-
ti. Lopulta luettavassa DNA:ssa tulee vastaan lopetus- eli terminaatioalue ja 
tällöin RNA-polymeraasi ja syntynyt RNA irtoavat transkriptiokompleksista. 
Kuvassa 4 on havainnollistettuna transkription vaiheet. (Suominen ym. 2010, 
32-33.)  
 
 
KUVA 4. Transkription vaiheet RNA-polymeraasin kiinnittymisestä initiaation ja 
pidennysreaktion kautta terminaatiovaiheeseen (Transcription) 
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Lähetti-RNA:ta muokataan vielä ennen translaatiota lisäämällä sen päihin 
nukleotidisekvenssit kuten polyA-häntä ja CAP-rakenne, joiden tarkoituksena on 
suojata RNA-molekyyliä RNA:ta hajottavilta mekanismeilta. Myös eukaryootti-
soluja koskeva mRNA:n silmukointi eli intronien poisto tapahtuu tässä vaihees-
sa ennen solulimassa tapahtuvaa proteiinisynteesiä. (Suominen ym. 2010, 31.) 
 
Proteiinisynteesissä mRNA:n katsotaan koostuvan peräkkäisistä kolmen emäk-
sen pituisista ryhmistä, tripleteistä eli kodoneista. Kukin kodoni vastaa tiettyä 
aminohappoa, mutta koska aminohappoja on olemassa vain 20, useampi eri 
kodoni voi koodata samaa aminohappoa. (Transkriptio. 2006; Protein 
Synthesis.) 
 
3.2  Translaatio 
 
Varsinaisessa proteiinisynteesissä eli translaatiossa polypeptidiketju muodostuu 
lähetti-RNA:n ohjeiden mukaan aminohapoista solulimassa ribosomeilla. Trans-
laatio koostuu viidestä vaiheesta, joita ovat aminohappojen aktivointi, translaa-
tion aloitus eli initiaatio, pitenemisvaihe eli elongaatio, translaation lopetus eli 
terminaatio sekä proteiinin laskostuminen ja muokkaus. (Suominen ym. 2010, 
46; Translaatio. 2006.) 
 
Ennen varsinaisen translaation alkua aminohapot kiinnitetään kukin oman ent-
syyminsä eli aminoasyyli-tRNA-syntetaasin avulla tRNA-molekyyleihin. Tässä 
aminohappojen aktivoinniksi kutsutussa tapahtumassa käytetään hyväksi ATP:n 
energiaa. Siirtäjä-RNA molekyylin toiseen päähän kiinnittyy siis tietty amino-
happo, kun taas toisessa päässä on kutakin aminohappoa vastaava antikodoni. 
Oikeiden aminohappojen liittyminen polypeptidiketjuun mRNA:n koodin mukai-
sesti tapahtuukin kodoni-antikodonitunnistuksen perusteella kuvan 5 mukaises-
ti. Esimerkiksi tRNAAla-molekyyli voi kuljettaa ainoastaan alaniiniaminohappoa, 
koska sen antikodoni on komplementaarinen jollekin alaniinin kodonille eli 
mRNA:n emäsjärjestyksessä alaniinia koodaavalle kolmen emäksen pituiselle 
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ryhmälle. (Suominen ym. 2010, 44 - 45; Prescott – Harley – Klein 2002, 266 - 
267.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 5. tRNA-molekyylin rakenne ja toimintaperiaate translaatiossa. tRNA:n 3’-
päässä on aminohappo, joka vastaa tRNA:n antikodonia. Antikodoni tunnistaa 
mRNA:sta itselleen komplementaarisen kodonin. (tRNA. 2002.) 
 
 
Ribosomit, joita kutsutaan solujen proteiininvalmistuskoneiksi, koostuvat 
pienestä ja suuresta alayksiköstä. Varsinaisen translaation aloitusreaktiot 
alkavatkin ribosomin pienen alayksikön sitoutuessa mRNA:ssa ribosomin 
sitoutumisalueelle, RBS-alueelle (engl. ribosome binding site), ja muodostaen 
initiaatio- eli aloituskompleksin. Tämän jälkeen aloitus-tRNA voi sitoutua 
mRNA:n aloituskodoniin (AUG). Proteiinisynteesi alkaa siis aina metioniini-
aminohapolla, bakteereilla formyylimetioniinilla. Aloitusreaktioiden lopussa myös 
ribosomin suurempi alayksikkö sitoutuu initiaatiokompleksiin. (Suominen ym. 
2010, 46 - 47.) 
 
Translaation pitenemisvaiheessa ribosomi liukuu pitkin mRNA:ta aina yhden 
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kodonin verran eteenpäin ja seuraava tRNA sitoutuu mRNA:ssa sitä vastaavan 
kodonin kohdalle tuoden polypeptidiketjuun aina uuden aminohapon. 
Vierekkäisten aminohappojen välille muodostuu peptidisidos. Syntyvä 
polypeptidiketju jää aina kiinni viimeisimpään tRNA-molekyyliin edellisen 
tRNA:n irrotessa. (Suominen ym. 2010, 47.) 
 
Proteiinisynteesi päättyy, kun ribosomi kohtaa mRNA:ssa ensimmäisen kol-
mesta mahdollisesta terminaatiokodonista, joita ovat UAA, UAG ja UGA. Poly-
peptidiketju vapautuu viimeisestä tRNA:sta. Myös ribosomi irtoaa ja hajoaa jäl-
leen kahdeksi erilliseksi alayksiköksi. (Suominen ym. 2010, 47; Prescott ym. 
2002, 270.) 
 
Translaatiossa aminohappoja siis lisätään yksi kerrallaan kääntäen näin 
alunperin DNA:n nukleotidisekvenssi mRNA:n välittämänä proteiinikieleksi eli 
polypeptidisekvenssiksi (Protein Synthesis). Aminohapposekvenssi vastaa 
kunkin proteiinin primäärirakennetta, mutta välittömästi proteiinisynteesin 
jälkeen polypeptidi vielä laskostuu kyseiselle aminohappojärjestykselle 
ominaiseen kolmiulotteiseen muotoon biologisesti aktiiviseksi proteiiniksi. 
Kuvassa 6 on esitetty koko proteiinisynteesin vaiheet. (Suominen ym. 2010, 
47.) 
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KUVA 6. Proteiinisynteesin kulku. DNA:n emäsjärjestys käännetään tumassa 
mRNA:n emäsjärjestykseksi, jonka mukaan sytoplasmassa siirtäjä-RNA:t tuovat 
aminohappomolekyylejä ja muodostuu polypeptidiketju. (Gene Expression). 
 
3.3  Proteiinisynteesin säätely 
 
Solu ei koskaan valmista proteiineja turhaan, vaan kullakin hetkellä valmistuvat 
ja jo solussa olevat proteiinit ovat juuri sillä hetkellä tarpeellisia (Suominen ym. 
2010, 44). Tämän vuoksi esimerkiksi työn kokeellisessa osuudessa tehtiin 
cDNA-kirjasto genomisen DNA-kirjaston sijaan. DNA-kirjastoon tulisi mukaan 
kaikki geenit, kun taas cDNA-kirjaston lähtöaineena oleva mRNA kuvaa juurikin 
sitä, mitkä geenit ovat sillä hetkellä aktiivisia tutkituissa soluissa. Yleisesti puhu-
taankin geeniekspression eli geenien ilmenemisen säätelystä. 
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Proteiinien valmistusta ja valmistusmäärää voidaankin säädellä ja myös tarpeet-
tomat proteiinit hajotetaan nopeasti takaisin aminohapoiksi, joita voidaan käyt-
tää uudelleen tarpeellisten proteiinien valmistukseen tai energianlähteenä. 
Solussa on myös proteiineja, joita tarvitaan koko ajan (ns. housekeeping pro-
teiinit), mutta niidenkin määrä pidetään aina dynaamisessa tasapainossa eli 
niitä valmistetaan ja hajotetaan samanaikaisesti. (Suominen ym. 2010, 44-45.) 
 
3.3.1 Escherichia coli -bakteerin laktoosioperoni (lac-operoni) 
 
Geeniekspression molekyylitason säätelymekanismeja kuvataan yleisesti E. coli 
-bakteerin laktoosioperonin eli lac-operonin avulla, koska sen toiminta on 
tutkituin ja parhaiten tunnettu bakteerien geenisäätelystä. Operoniksi kutsutaan 
bakteereilla olevaa toisiaan lähellä olevien geenien rypästä. Näitä geenejä 
säätelee yksi tai useampi yhteinen säätelygeeni ja kyseiset rakennegeenit 
koodaavat yleensä esimerkiksi saman aineenvaihduntatien eri entsyymi-
proteiineja. lac-operoni pitää yllä bakteerin laktoosiaineenvaihduntaa. Usein 
operonissa olevat geenit transkriptoidaan yhdessä eli useasta eri geenistä 
syntyy vain yksi mRNA. Yhdestä mRNA:sta huolimatta translaatio tapahtuu 
itsenäisesti eri lukukehyksissä ja kustakin geenistä valmistuu omat entsyymi-
proteiininsa. Eukaryoottisoluilla ei ole operoneja. (Suominen ym. 2010, 56.) 
 
lac-operoni muodostuu kuvan 7 mukaisesti kolmesta rakennegeenistä, joita 
ovat lacZ, lacY ja lacA. Nämä kukin koodaavat tiettyjä laktoosiaineenvaihdun-
taan liittyviä entsyymiproteiineja. Rakennegeenien edessä sijaitsee geenien 
säätelyalue, lac-promoottori ja lac-operaattori eli lac-PO. Operonissa on myös 
rakennegeenien transkriptiota säätelevä lacI-repressorigeeni, jonka geenituote 
toimii repressorina eli säätelee laktoosioperonia. lacI-geenin transkriptiota ei 
säädellä, vaan se toimii jatkuvasti eli konstitutiivisesti. (Suominen ym. 2010, 57.) 
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KUVA 7. Escherichia coli -bakteerin lac-operonin rakenne (Anderson – Purdom 
2009) 
 
 
Kuvan 8 mukaisesti lac-operonin toiminta voi olla joko repressoitua tai indu-
soitua. lacI-geenin toimiessa jatkuvasti myös sen repressorituotetta on läsnä 
koko ajan. Repressoriproteiini kiinnittyy lac-operonin operaattorialueelle, minkä 
vuoksi RNA-polymeraasientsyymin sitoutuminen promoottorialueelle estyy eikä 
transkriptiota tapahdu. Mikäli bakteerisolun kasvualusta on laktoosipitoista, 
laktoosi toimii lac-operonin indusorina. Indusori tarttuu repressoriproteiiniin, joka 
irtoaa operaattorialueelta ja muuttaa muotoaan siten, ettei se voi enää kiinnittyä 
operaattoriin. RNA-polymeraasi pystyy nyt sitoutumaan promoottoriin ja geenien 
transkriptio alkaa. Tätä kutsutaan lac-operonin indusoitumiseksi. Laboratorio-
töissä indusorina käytetään myös laktoosin synteettistä johdannaista eli IPTG:tä 
(isopropyyli-β-D-tiogalaktopyranosidi). (Suominen ym. 2010, 58; Turpeenoja 
1999, 150 - 151.) 
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KUVA 8. Escherichia coli –bakteerin lac-operonin repressio ja induktio. 
Repressoriproteiini toimii inhibiittorina estäen transkription. Induktiossa 
laktoosimolekyyli tarttuu repressoriproteiiniin estäen sen sitoutumisen operonin 
operaattorialueelle. Transkriptio voi alkaa ja muodostuu mm. laktoosia pilkkovaa 
β-galaktosidaasientsyymiä.  (lac operon. 2002.)
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 4  RIBONUKLEIINIHAPON ERISTYS 
 
 
Nukleiinihappojen eristäminen ja puhdistaminen kuuluu molekyylibiologisten 
tutkimusten kuten cDNA-kirjastojen valmistamisen ensimmäisiin vaiheisiin ja 
voidaan toteuttaa monella tapaa riippuen näytteestä sekä myöhemmistä tutki-
muksista. Vahingoittumattoman RNA:n eristäminen on usein kriittisimpiä vai-
heita molekyylibiologisissa tutkimuksissa. (Nukleiinihappojen eristys ja puh-
distus. 2006; The Basics: RNA isolation.) 
 
4.1  RNA:n eristämisessä huomioitavia seikkoja 
 
Merkittävää RNA:n eristämisprosessissa on myös kudos- tai solunäytteen 
käsittely ennen varsinaista eristämistä sekä eristetyn RNA:n varastointi. RNA:n 
parissa työskennellessä on tärkeää huomioida, että RNA:ta pilkkovia ribonuk-
leaasientsyymejä eli RNaasia on kaikkialla ympäristössä kuten ihmisen iholla. 
Siksi on tärkeää esimerkiksi käyttää työhanskoja estämään RNaasi-entsyymien 
pääsy käsistä näytteeseen. On myös huomioitava, että RNA-töissä käytetään 
eri välineitä ja esimerkiksi pipettejä kuin menetelmissä, joissa hyödynnetään 
RNaasi-entsyymiä, kuten plasmidin puhdistuksessa. Tietyt välineet sekä työssä 
käytettävät liuokset voidaan myös käsitellä DEPC:lla eli dietyylipyrokarbonaa-
tilla, joka inaktivoi RNaasin. DEPC:tä ei kuitenkaan saa olla enää mukana 
valmiissa RNA-näytteessä. DEPC:n käytön ongelmana on sen myrkyllisyys, 
mutta nykyiset kaupalliset RNaasi-inhibiittorit ovat tehokkaita ja turvallisia 
käyttää. (Suominen ym. 2010, 108; The Basics: RNA isolation; Working with 
RNA.)  
 
Eristämisen ensimmäinen vaihe on solujen hajottaminen, johon kuuluu usein 
mekaaniset, kemialliset ja entsymaattiset vaiheet. Erittäin tärkeää on myös 
solujen nukleiinihappoja hajottavien nukleaasien inaktivointi, koska esimerkiksi 
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RNA:n eristyksen suuri ongelma ovat RNA:ta nopeasti hajottavat ribonukleaasit. 
Tämän vuoksi RNA:ta eristettäessä on käytössä RNaasi-inhibiittorit. Solujen 
hajottamisen jälkeen nukleiinihapot eristetään suodattamalla tai saostamalla. 
Eristämisen jälkeen yleensä on tarpeen myös nukleiinihappojen puhdistus, sillä 
näytteessä on usein epäpuhtautena erityisesti proteiineja. Myös puhdistamiseen 
on olemassa useita eri menetelmiä, joista valitaan tapauskohtaisesti sopivin. 
Näitä ovat muun muassa uuttamiseen ja saostamiseen, elektroforeesiin, sentri-
fugointiin, dialyysiin ja kromatografiaan perustuvat menetelmät. 
(Nukleiinihappojen eristys ja puhdistus. 2006.) 
 
4.2 Totaali-RNA:n eristys 
 
Työn kokeellisessa osuudessa koko työn eli cDNA-kirjaston valmistamisen 
lähtömateriaalina oli hiiren perna, koska se sisältää erityisen suuret määrät 
vasta-aineita tuottavia valko-soluja (Veijola 2011). Pernanäytteestä eristettiin 
ensimmäiseksi totaali-RNA:ta. RNA:n eristys tapahtui liitteenä 1 olevan 
E.Z.N.A.™ Total RNA Midi Kit kaupallisen kitin mukaisesti. HiBind® -kolonni-
teknologiaa hyödyntävä menetelmä lyhentää huomattavasti RNA:n eristämi-
seen kuluvaa aikaa verrattuna esimerkiksi perinteisiin CsCl-ultrasentrifugointiin 
tai fenoli-kloroformi -uuttoon perustuviin eristämismenetelmiin. Puhdas eristetty 
RNA on siten valmis käytettäväksi muun muassa suoraan RT-PCR-sovelluk-
seen tai polyA-RNA:n (mRNA) eristykseen. (E.Z.N.A.™ Total RNA Midi Kit. 
2007.) 
 
Menetelmä perustuu silikapohjaisen HiBind®-materiaalin reversiibeliin sitomis-
ominaisuuteen. Solu- tai kudosnäyte hajotetaan ensin denaturoivissa olosuh-
teissa, jolloin myös RNaasien pitäisi inaktivoitua. RNA sitoutuu HiBind®-
kolonneihin, kun taas solujäänteet ja muut kontaminantit pestään pois. Lopuksi 
RNA voidaan eluoida talteen. (E.Z.N.A.™ Total RNA Midi Kit. 2007.) 
 
Pernakudosta hajotettiin ensin mekaanisesti. Huolellinen hajotus, sekä alun 
mekaaninen että sitä seuraava lyysipuskurissa tapahtuva hajotus, onkin tärkeää 
mahdollisimman tehokkaan RNA:n eristymisen aikaansaamiseksi. Kudosnäyte 
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siirrettiin putkeen, johon lisättiin myös RNaaseja denaturoivaa ß-merkapto-
etanolia sisältävää TRK-lyysipuskuria. Näytettä homogenisoitiin mikroterällä ja 
kudosriekaleet sentrifugoitiin putken pohjalle. Saatu lysaatti otettiin talteen puh-
taaseen putkeen, lisättiin siihen 70 % etanoli-DEPC:iä ja sekoitettiin. Liuosta 
siirrettiin RNA-eristyspylvääseen ja sentrifugoitiin, jolloin RNA sitoutui silikapoh-
jaiseen pylvääseen muiden ainesten tullessa pylvään läpi. Pylvästä pestiin 
kitissä olleilla pesupuskureilla kolme kertaa sentrifugoiden liuokset aina pyl-
vään läpi. Lopuksi vielä kuivattiin pylväs sentrifugoimalla kerran putki tyhjänä. 
Sen jälkeen voitiin sitoutunut totaali-RNA eluoida pylväästä lämmitetyllä DEPC-
vedellä.  
 
4.3 Poly(A)-RNA:n eli mRNA:n eristys 
 
Erityisesti valmistettaessa cDNA-kirjastoja on tarpeen eristää mRNA:t muiden 
RNA:iden joukosta. Eukaryoottien mRNA:n 3'-päässä on poly-(A)-häntä, joten 
mRNA:t erottuvat muusta RNA:sta esimerkiksi oligo-(dT)-pylvään avulla. 
(Suominen ym. 2010, 110.) 
 
mRNA:n eristys perustuukin usein emäspariutumiseen poly-(A)-hännän ja 
synteettisen deoksitymidiiniketjun eli oligo-(dT)-ketjun välillä. Kun RNA-liuos 
päästetään esimerkiksi pylvääseen, johon on selluloosaan tai johonkin muuhun 
kantajaan sidottu oligo-(dT)-ketjuja, mRNA:t sitoutuvat niihin poly-(A)-hännis-
tään A- ja dT-vastinemästen välille muodostuvien vetysidosten ansiosta. 
(Suominen ym. 2010, 110; Isolating RNA: Pure and Simple) 
 
Pylväskromatografisen menetelmän lisäksi oligo-(dT)-ketjuja on mahdollista 
liittää myös magneettipartikkeleihin. Tällöin niihin tarttuneet mRNA:t saadaan 
kerättyä talteen magneetin avulla ilman erotuspylväitä. Oligo-(dT)-ketjuilla 
päällystettyjä magneettipartikkeleita inkuboidaan solulysaatin tai eristetyn 
totaali-RNA-fraktion kanssa. Magneettipartikkeleilla on erittäin suuri tarttumis-
pinta-ala, joten mRNA:n on mahdollista sitoutua hyvin nopeasti oligo-(dT)-
ketjuihin. Kun seos siirretään magneettikenttään, saadaan magneettipartikkelit 
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niihin tarttuneine mRNA:ineen eristettyä ja muut RNA:t otettua pois. Kun taas 
magneettikenttä poistetaan, sitoutunut mRNA on mahdollista eluoida magneetti-
partikkeleista sopivalla eluentilla. (Isolating RNA: Pure and Simple.) 
 
4.4  mRNA:n eristys Dynabeads®-menetelmällä 
 
Työn kokeellisen osuuden mRNA:n eristys suoritettiin Invitrogenin Dynabeads 
Oligo (dT)25 -magneettipartikkeleilla liitteenä 2 olevan ohjeen mukaisesti. Kysei-
sellä menetelmällä saadaan eristettyä erittäin puhdasta ja ehjää mRNA:ta joko 
eukaryoottien totRNA:sta tai suoraan solu- ja kudosnäytteistä. Täten eristetty 
mRNA olisi heti valmista käytettäväksi monissa molekyylibiologian sovellutuk-
sissa kuten esimerkiksi RT-PCR:ssä sekä cDNA-kirjaston valmistamisessa. 
(Invitrogen™: Dynabeads® Oligo (dT)25.) 
 
Dynabeads® Oligo (dT)25 -magneettipartikkelit ovat yhdenmukaisia superpara-
magneettisia polymeeripartikkeleita, joiden pintaan oligo(dT)-sekvenssit ovat 
sitoutuneet kovalenttisesti. Partikkelit on suspensoitu PBS-liuokseen 
(phosphate-based saline) ja niitä ei saakaan päästää kuivumaan, vaan ne on 
koko ajan pidettävä nestesuspensiona sekä varastoitaessa että työvaiheiden 
aikana. Kuivuminen pienentää partikkeleiden tehokkuutta. Partikkeleita on 
mahdollista myös käyttää uudelleen regeneroimalla ne eristyskertojen välissä. 
Tämä on mahdollista tehdä kaikkiaan neljä kertaa ilman, että mRNA:n saanto 
kärsii. Jos mRNA:ta eristetään samasta näytteestä useampaan kertaan, mag-
neettipartikkeleita ei tarvitse regeneroida välissä. (Invitrogen™: Dynabeads® 
Oligo (dT)25.) 
 
Menetelmä perustuu lähetti-RNA:n polyA-hännän sekä partikkeleiden pinnan 
oligo(dT)-sekvenssien väliseen emästen sitoutumiseen. Sen jälkeen näyteputki 
laitetaan magneettikenttään, jotta saadaan kerättyä magneettipartikkelit niihin 
sitoutuneine mRNA:ineen putken toiseen reunaan.  Jäljelle jäänyt liuos sisältää 
muun muassa muut RNA:t ja voidaan poistaa. Menetelmä voidaan suorittaa 
jopa vartissa ilman, että tarvitsisi välttämättä ensin eristää kokonais-RNA:ta tai 
puhdistaa eristettyä mRNA:ta enää ennen seuraavia työvaiheita. Kuvassa 9 on 
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esitetty magneettipartikkeleilla eristämisen periaate sekä mihin saatua tuotetta 
voi käyttää jatkossa. (Invitrogen™: Dynabeads® Oligo (dT)25.) 
  
 
KUVA 9. mRNA:n eristäminen magneettipartikkeleilla sekä menetelmän 
jatkosovelluksia, mm. RT-PCR sekä cDNA-synteesi (Invitrogen™: Dynabeads® 
Oligo (dT)25.) 
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 5  CDNA-KIRJASTO 
   
 
Etsittäessä ja tutkittaessa jonkin eliön tiettyä geeniä ensimmäistä kertaa ensim-
mäinen vaihe yleensä on valmistaa koe-eliön perimästä DNA-kirjasto. DNA-
kirjasto on kattava kokoelma eliön kromosomaalisesta DNA:sta ja sitä kutsu-
taankin kromosomaaliseksi tai genomiseksi DNA-kirjastoksi. (Suominen ym. 
2010, 69.) 
 
Jos tutkitaankin eukaryoottien geenin toimintaa, on usein järkevämpää tehdä 
toisenlaisia kirjastoja, cDNA-kirjastoja. Eukaryoottisolujen geenit sisältävät 
proteiinia koodaamattomia DNA-jaksoja eli introneja, minkä vuoksi geenit ovat 
myös usein hyvin pitkiä. Tämä tekee kromosomaalisten geenien tutkimisesta ja 
kloonaamisesta vaikeaa. Intronialueista on myös suurta haittaa haluttaessa 
ilmentää geeniä vieraassa isännässä, sillä ne eivät useinkaan osaa poistaa 
vieraan lajin introneita kunnolla. (Suominen ym. 2010, 69.) 
 
Normaalisti intronit poistetaan tumassa silmukoinnilla irti esiaste-RNA:sta, jolloin 
varsinaiseen lähetti-RNA:han niitä ei enää tule. Tutkittavia geenejä siirretään 
usein myös bakteerisoluihin, jotka eivät pysty ollenkaan poistamaan introneita, 
koska niillä ei itsellä niitä ole. Koska eukaryoottisolun geeniä ei siis voida sellai-
senaan ilmentää bakteerisoluissa, pitää niihin viedä mRNA:n DNA-kopio, ns. 
vastin-DNA eli cDNA (engl. complementary DNA). Siten yksinkertainen tapa 
välttää introneista aiheutuva haitta onkin valmistaa tutkittavan eliön, kudoksen 
tai solulinjan senhetkistä mRNA-populaatiota vastaava cDNA-kirjasto. Tällöin 
saadaan mukaan ne geenit, joita kyseisellä hetkellä solussa ilmennetään eli 
aktiiviset mRNA:ta tuottavat geenit. cDNA-kirjasto on siis edustava kokoelma 
näytteen mRNA-populaatiosta eli transkriptomista tietyllä hetkellä. (Suominen 
ym. 2010, 69; Makarow – Simonen – Ulmanen 1996.) 
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cDNA-kirjaston valmistaminen 
 
cDNA-kirjaston valmistaminen alkaa eristämällä kudos- tms. näytteen soluista 
kaikki mRNA:t ja tekemällä niistä DNA-kopiot käänteiskopioijaentsyymin avulla. 
Kyseinen entsyymi toimii transkriptioon nähden käänteiseen suuntaan eli val-
mistaa mRNA:n nukleotidijärjestystä templaattina käyttäen cDNA-nauhan en-
simmäisen juosteen dNTP-lähtöaineista. cDNA:n toinen juoste syntetisoidaan 
DNA-polymeraasin avulla. Syntynyt kaksijuosteinen cDNA on tässä vaiheessa 
käytännössä tylppäpäinen. (Suominen ym. 2010, 151.) 
 
cDNA:ta saadaan usein valmistettua aika vähän, joten yleensä sitä monistetaan 
PCR:llä. Tällöin cDNA:iden päihin pystytään samalla alukkeiden avulla valmis-
tamaan restriktioentsyymikohdat. Tätä menetelmää kutsutaan RT-PCR:ksi. 
(Suominen ym. 2010, 152.)   
 
cDNA-synteesin ja monistamisen sekä sopivien restriktioentsyymikäsittelyjen 
jälkeen saatu DNA voidaankin liittää ligaasientsyymillä vektoriin, eli geeni-
tekniikassa käytettävään DNA:n kuljettajaan. Vektorina toimii usein plasmidi tai 
virus. Sitten saatu ligaatioseos transformoidaan isäntäsoluihin. Transformoidut 
mikrobit eli transformantit säilötään ja näin varastossa on koe-eliön cDNA-
kirjasto tulevaa käyttöä varten. Kuvassa 10 vertaillaan yksinkertaistetussa muo-
dossa genomisen DNA- sekä cDNA-kirjaston valmistamisen vaiheita. 
(Suominen ym. 2010, 152.) 
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KUVA 10. Genomisen DNA-kirjaston sekä cDNA-kirjaston valmistamisen 
vaiheet (Suominen ym. 2010, 149.) 
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 6  PCR ELI POLYMERAASIKETJUREAKTIO 
 
 
Polymeraasiketjureaktio eli PCR (engl. Polymerase chain reaction) on kahden 
nukleotidijärjestykseltään tunnetun DNA-jakson välissä sijaitsevan DNA-jakson 
monistamista. Tällä keinolla saadaan monistettua esimerkiksi yksittäistä geeniä 
tai muuta DNA-pätkää jopa miljardikertaiset määrät hyvin pienestä lähtöaine-
määrästä, ja siksi PCR onkin yksi tärkeimmistä molekyylibiologian menetel-
mistä. (Suominen ym. 2010, 153; PCR. 2011.) 
 
PCR perustuu termostabiilien eli hyvin korkeaa lämpötilaa kestävien DNA-
polymeraasien käyttöön. Ne toimivat jopa lähellä 100 °C:ta olevissa lämpö-
tiloissa. Kyseisiä polymeraaseja on löydetty muun muassa kuumissa lähteissä 
elävistä bakteereista ja yksi yleisimmin käytetyistä polymeraasientsyymeistä 
onkin Taq-polymeraasi, joka on eristetty Thermus aquaticus -bakteerista. 
Tämän polymeraasientsyymin heikkous on kuitenkin suurehko virheiden 
mahdollisuus, joten usein PCR-sovelluksissa on käytössä vähemmän virheitä 
tekevät DNA-polymeraasit. Näitä ovat muun muassa Pfu-, Vent-, Tth- ja 
DynaZyme-polymeraasit. (Suominen ym. 2010, 153.) 
 
Termostabiilin polymeraasin ohella PCR-reaktioon tarvitaan templaatti-DNA, 
monistettavan alueen rajaavat alukkeet sekä dNTP:t eli deoksinukleotidit. 
Templaattina eli monistusreaktion kohteena toimii yleensä kaksijuosteinen DNA, 
mutta lähtömateriaalina on mahdollista olla myös RNA. RNA:sta vaan on ensin 
valmistettava käänteistranskriptaasilla cDNA:ta ja tällöin kyseessä on RT-PCR-
sovellus. Alukkeina (engl. primers) PCR-reaktiossa käytetään lyhyitä synteetti-
sesti valmistettuja 15 - 50 nukleotidin pituisia DNA-pätkiä. Alukkeiden tarkoituk-
sena on tunnistaa monistettavan DNA-alueen päät ja sitoutua niihin emäspari-
säännön mukaisesti. Monistettavan alueen 3'- ja 5'-päihin on kumpaankin omat 
alukkeensa, joista lähtien polymeraasientsyymi monistaa niiden väliin jäävän 
halutun DNA-jakson. Deoksinukleotidimolekyylit toimivat PCR-reaktion raken-
nusaineina polymeraasientsyymin muodostaessa niistä uuden DNA-juosteen. 
dNTP-seos koostuu dATP-, dTTP-, dCTP- ja dGTP -molekyyleistä, joita 
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reaktioseoksessa on yleensä yhtä paljon. (Suominen ym. 2010, 153; PCR. 
2011.) 
 
6.1  PCR-reaktion vaiheet 
 
PCR-reaktio koostuu useista toistuvista sykleistä, joissa vuorottelevat dena-
turointi, alukkeiden liittymisvaihe (engl. annealing) ja pidentymisvaihe. Dena-
turointi tapahtuu erittäin korkeassa noin 95 °C:n lämpötilassa, jolloin kaksi-
juosteinen kohde-DNA eli templaatti aukeaa yksijuosteiseksi. Tämä mahdol-
listaa alukkeiden sitoutumisen templaattiin. Annealing-reaktiossa lämpötila 
lasketaan lyhyeksi ajaksi sen verran, että alukkeet voivat kiinnittyä. Alukkeiden 
kiinnittyminen tapahtuu kumpaankin templaatin juosteeseen. Annealing-
reaktioksi riittää hyvin lyhyt aika, koska alukkeet ovat pieniä ja vikkeliä sitou-
tumaan templaattiin niiden komplementaarisiin kohtiin. Yleinen annealing-
lämpötila on 55 - 70 °C:n paikkeilla. Alukkeiden kiinnittymisen jälkeen voidaan 
taas nostaa reaktion lämpötilaa noin 72 °C:een polymeraasientsyymin toimin-
nalle ihanteelliseksi. Näin tapahtuu templaatin pidennysreaktio, ekstensio (engl. 
extension) eli DNA-polymeraasi liittää reaktioseoksessa olevia nukleotideja 
alukkeiden 3' -päistä alkaen templaatin mallin mukaan emäsparisitoutumista 
noudattaen. Kuvassa 11 esitetään DNA:n monistuminen PCR:ssä sekä PCR-
reaktion lämpötilaprofiili. (Suominen ym. 2010, 154.) 
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KUVA 11. DNA:n monistuminen ja PCR:n lämpötilaprofiili. 1': Alkudenaturaatio 
ja 1: Denaturaatiovaihe jossa DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan. (94–
96 °C) 2: Alukkeiden kiinnittyminen (45–65 °C). 3: Pidentyminen (72 °C). Kuvan 
neljästä syklistä jokainen kaksinkertaistaa DNA:n määrän. 
(PCR. 2011.) 
 
6.2  PCR-reaktion suunnittelu ja optimointi 
 
Ennen kuin varsinaista PCR-reaktiota voidaan suorittaa käytännössä, on 
reaktio-olosuhteissa monia suunniteltavia ja mietittäviä seikkoja. Lähestulkoon 
kaikissa PCR-reaktion vaiheissa ja komponenteissa on eri mahdollisuuksia. 
PCR-reaktioiden optimointiin kuuluu alukkeiden suunnittelu, erilaisten reagens-
sipitoisuuksien kuten deoksinukleotidien ja entsyymien määrän testaaminen 
sekä reaktiolämpötilojen ja syklien määrän säätäminen tapauskohtaisesti. 
(Suominen ym. 2010, 162 - 164.) 
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6.2.1 Alukkeiden suunnittelu 
 
Yksi tärkeimmistä vaiheista ennen varsinaista PCR-reaktiota on alukkeiden 
suunnittelu. Alukkeiden pituus, nukleotidikoostumus sekä pitoisuus määräävät 
PCR-reaktion annealing-lämpötilan. Sulamislämpötila eli Tm kertoo alukkeiden 
sitoutumisen voimakkuudesta. Kyseisessä lämpötilassa puolet alukkeista on 
kiinnittyneinä templaattiin ja puolet irrallaan reaktioseoksessa. Karkeasti aluk-
keiden sulamislämpötila arvioidaan Wallacen säännöllä: Tm [°C] = 2 x (A + T) + 
4 x (G + C), jossa kirjaimet kuvaavat kyseisen nukleotidin lukumäärää alukkees-
sa. A ja T vastaavat 2 °C:ta sekä G ja C 4 °C:ta. Alukepari olisi aina pyrittävä 
suunnittelemaan niin, etteivät niiden Tm:t poikkeaisi toisistaan paria astetta 
enem-pää, jotta niiden sitoutuminen käytettävässä annealing-lämpötilassa (Ta) 
olisi mahdollisimman samanlaista. Arvioitua sulamislämpötilaa ei kuitenkaan 
yleensä suoraan käytetä annealing-lämpötilana, vaan usein Ta = Tm – 5 °C, ja 
tämäkin arvo on yleensä ainoastaan sopiva lähtökohta optimoinnille. 
Käytännössä alukkeiden suunnittelussa käytetään kuitenkin aina tietokoneen 
suunnittelu-ohjelmia, jotka laskevat Tm:n ja Ta:n sekä lisäksi alukkeiden 
taipumukset muodostaa itsensä kanssa ei-toivottua sitoutumista. (Suominen 
ym. 2010, 158 - 160.) 
 
Myös alukkeiden määrä vaikuttaa PCR-reaktion tehokkuuteen. Usein alukkei-
den optimaalinen pitoisuus reaktioseoksessa on 0,1 – 0,5 µM. Alukkeiden 
määrän ollessa liian suuri todennäköisyys niiden sitoutumiselle väärään koh-
taan templaatissa kasvaa ja näin ollen epäspesifisten tuotteiden määrä kasvaa. 
Myös alukedimeerejä voi syntyä enemmän. Epäspesifiset tuotteet kilpailevat 
halutun tuotteen kanssa reaktion entsyymeistä, alukkeista ja deoksinukleoti-
deistä ja siten pienentävät toivotun tuotteen saantoa. (Suominen ym. 2010, 
162.) 
 
6.2.2 Polymeraasientsyymin määrä 
 
Monistettaessa pitkiä DNA-jaksoja käytetään DNA-polymeraasia, jolla on 
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mahdollisimman hyvä prosessointitehokkuus. Eri entsyymeillä on erilaisia 
prosessointitehokkuuksia, joten myös entsyymin määrä riippuu käytettävästä 
entsyymistä. Myös erilaisille templaateille ja alukkeille on käytettävä erilaisia 
polymeraasientsyymejä. Liian suuri entsyymimäärä PCR-reaktiossa voi 
synnyttää liikaa epäspesifisiä tuotteita, kun taas liian pieni määrä vähentää 
halutun tuotteen saantoa. (Suominen ym. 2010, 162.) 
 
6.2.3 Deoksinukleotidit 
 
PCR-reaktioseoksessa on jokaista neljää deoksinukleotidia yhtä paljon. Usein 
sopiva määrä on 20 - 200 µM. Mikäli dNTP-seoksen määrä on pieni, alukkeiden 
kiinnittyminen vääriin kohtiin vähenee ja PCR:n spesifisyys kasvaa. PCR-
reaktion optimoinnissa pyritään löytämään pienin mahdollinen dNTP-pitoisuus. 
(Suominen ym. 2010, 162.) 
 
6.2.4 Magnesiumpitoisuus 
 
Magnesiumpitoisuuden pitäisi PCR-reaktiossa olla 0,5 – 2,5 mM yli deoksinuk-
leotidien kokonaispitoisuuden. Magnesiumionien määrällä on vaikutusta muun 
muassa alukkeiden kiinnittymiseen, DNA-nauhojen denaturaatiolämpötilaan, 
PCR-tuotteen spesifisyyteen sekä entsyymin aktiivisuuteen ja tarkkuuteen, sillä 
DNA-polymeraasi tarvitsee vapaita magnesiumioneja voidakseen sitoutua 
templaattiin, alukkeisiin ja nukleotideihin. (Suominen ym. 2010, 162.) 
 
6.2.5 Denaturaatio-olosuhteet 
 
PCR-reaktion ensimmäinen vaihe eli DNA:n denaturaatio on hyvin olennainen 
reaktion onnistumiselle. Epätäydellinen denaturoituminen onkin yksi yleisim-
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mistä syistä PCR-reaktion epäonnistumiselle. Denaturaatio-olosuhteet ovat 
usein 30 s 95 °C:ssa. Mikäli templaatti-DNA sisältää paljon GC-sidoksia, eli 
juosteiden välinen sitoutuminen on voimakasta, on denaturaatiolämpötila 
mahdollista nostaa 97 °C:seen. Denaturaatioaikaakin voidaan pidentää, mutta 
tällöin DNA-polymeraasien aktiivisuus vähenee nopeammin. On olemassa 
kuitenkin Taq entsyymiä termostabiilimpiakin entsyymejä, kuten Vent-polyme-
raasi ja DynaZyme-entsyymi, joita käytettäessä denaturaatioaikaa pystytään 
pidentämään minuuttiin. (Suominen ym. 2010, 163.) 
 
6.2.6 Ekstensio 
 
DNA:n varsinaiseen synteesiin eli alukkeiden pidentymiseen, ekstensioon, 
vaikuttavat templaatti-DNA:n pituus ja määrä, sekä käytettävä entsyymi ja 
reaktion lämpötila. Käytettäessä Taq-polymeraasia ekstensiolämpötila on usein 
72 °C, missä lämpötilassa entsyymi kykenee kiinnittämään 35-100 nukleotidiä 
sekunnissa syntetisoitavaan DNA-nauhaan. Vaihtelua tähän aiheuttavat reaktio-
seoksen puskuri, pH ja suolapitoisuus sekä kyseisen templaatin luonne. 
(Suominen ym. 2010, 163.) 
 
6.2.7 Muita PCR-reaktiossa huomioitavia seikkoja  
 
PCR-reaktion syklien määrä riippuu ainoastaan templaatti-DNA:n määrästä, 
mikäli muissa reaktio-olosuhteissa ei ole huomioitavaa. Jos syklejä on liian 
vähän, ei toivottua tuotetta ehdi syntyä tarpeeksi, kun taas liian useat syklit 
lisäävät epäspesifisten tuotteiden muodostumista. (Suominen ym. 2010, 164.) 
 
PCR on erittäin herkkä menetelmä kontaminaatiolle. Esimerkiksi cDNA-
kirjastojen valmistuksessa PCR-reaktioon on usein käytettävissä vain vähän 
templaattia, jolloin kontaminaation riski kasvaa. Kontaminaatiota voivat aiheut-
taa pienet määrät DNA:ta jostain muualta kuin monistettavasta näytteestä 
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esimerkiksi mikropipettien välityksellä, mutta tämän lisäksi voi olla myös 
reagenssi-kontaminaatiota. Erityisen hankalissa tapauksissa olisi hyvä, jos 
PCR-reaktioiden valmistukseen olisi oma puhdas tilansa, mutta kaikessa PCR-
työskentelyssä olisi hyvä edes käyttää laminaarivirtauskaappia reaktioseosten 
valmistukseen sekä erityisesti PCR-töihin tarkoitettuja suodattimellisia pipetin-
kärkiä. PCR-ajon jälkeen putkia ei myös saa avata samassa paikassa, jossa 
reaktioseokset valmistellaan, sillä aina putkia avatessa muodostuu hieman 
aerosolia. (Suominen ym. 2010, 165 - 166.) 
 
Myös kontrollinäytteet ovat erittäin tärkeitä PCR-työskentelyssä. Varsinaisten 
monistusreaktioiden lisäksi kannattaa aina tehdä ainakin kontrollit ”templaatti 
ilman alukkeita” sekä ”alukkeet ilman templaattia”. Nämä auttavat selvittämään, 
toimiiko reaktio, kuten pitäisi, vai onko esimerkiksi jokin reagenssi kontaminoi-
tunut. (Suominen ym. 2010, 156.) 
  
6.3  Reverse transcription PCR (RT-PCR) 
 
Jotta voitaisiin valmistaa cDNA-kirjastoja hyvinkin pienistä mRNA-määristä, 
käytetään apuna PCR:aa eli polymeraasiketjureaktiota. Templaattina PCR:ssä 
on vaan aina DNA, joten haluttaessa monistaa RNA:ta on se ensin käännettävä 
DNA:ksi eli cDNA:ksi. (Suominen ym. 2010, 170.) 
 
Ensin eristetään soluista poly(A)-RNA:t, jonka jälkeen syntetisoidaan cDNA:n 
ensimmäinen juoste mRNA:ta templaattina käyttäen käänteiskopioijaentsyymin 
avulla. Siten muodostunutta cDNA-nauhaa voidaan käyttää templaattina ja 
monistaa PCR-reaktiossa. Samalla saadaan kaksijuosteista cDNA:ta. Tässä 
sovelluksessa kyseessä ovat siis RT-PCR -reaktiot (engl. Reverse transcription 
PCR), eli mallina toimii RNA, joka ennen PCR-reaktioita käännetään cDNA-
muotoon. (Suominen ym. 2010, 170.) 
 
Työn kokeellisessa osuudessa cDNA-synteesi sekä ensimmäiset PCR-reaktiot 
tehtiin liitteenä 3 olevan Finnzymes Phusion™ RT-PCR Kitin ohjeen mukaisesti. 
Kyseisellä kitillä saadaan cDNA-synteesi ja PCR suoritettua kahdessa vaihees-
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sa. Ensimmäisessä vaiheessa eristettyä mRNA:ta käytetään templaattina ja M-
MuLV käänteistranskriptaasin avulla valmistetaan cDNA:ta. Toisessa vaiheessa 
cDNA:ta monistetaan PCR-reaktiossa käyttämällä Phusion Hot Start DNA 
Polymerase -entsyymiä. Kyseinen DNA-polymeraasi on erittäin tarkka, jopa 52-
kertainen tarkkuus verrattuna Taq-polymeraasiin, ja siten parantaa PCR-reakti-
on spesifisyyttä. (Finnzymes Phusion™ Rt-PCR Kit. 2008.) 
 
cDNA:n valmistus ja monistus tällä tapaa on mahdollista tehdä kaikki vaiheet 
yhdessä koeputkessa ilman välivaiheita. Tämä tapahtuu yksinkertaisesti 
pipetoimalla kaikki tarvittavat komponentit samaan koeputkeen. Ensimmäistä 
cDNA-juostetta valmistaessa kohotetaan reaktion lämpötilaa sen verran, että 
käänteistranskriptaasi toimii tehokkaasti. Tämän jälkeen lämpötilan annetaan 
nousta lähelle 100 ºC:ta, joka saa aikaan DNA-RNA-hybridien denaturoitu-
misen. Sitten voidaan aloittaa normaalit PCR-reaktiot. (Suominen ym. 2010, 
172.) 
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 7  AGAROOSIGEELIELEKTROFOREESI (AGE) 
 
 
Nukleiinihappojen sisältämän fosfaattiryhmän vuoksi DNA- ja RNA-molekyylit 
ovat negatiivisesti varautuneita ja kulkevat sähkökentässä positiivista napaa 
kohti. Tämän ominaisuuden ansiosta nukleiinihapot on mahdollista erotella koon 
mukaan elektroforeesin avulla. (Turpeenoja 1999, 178 - 179.) 
 
Elektroforeesiajon aikana nukleiinihappomolekyylit liikkuvat sähkökentässä 
kiinteässä väliaineessa kohti positiivista napaa. Agaroosigeelielektroforeesissa 
kiinteänä väliaineena on merilevän agarista polymerisoitu agaroosigeeli, jonka 
verkkomainen rakenne hidastaa molekyylien liikkumista. Pienimmät nukleiini-
happomolekyylit kulkevat nopeimmin ja ovat elektroforeesiajon jälkeen ehtineet 
geelissä pisimmälle. (Turpeenoja 1999, 178 - 179; Suominen ym. 2010, 123.) 
DNA:n kohdalla pelkän koon lisäksi kulkeutumiseen vaikuttaa oleellisesti myös 
DNA:n muoto. Normaalisti plasmidit ovat superkierteisessä muodossa, joka on 
niin tiivis rakenne, että se pääsee kulkemaan geelillä DNA-muodoista nopeim-
min. Plasmidin muuttuessa avoimeksi renkaaksi sen nopeus geelillä hidastuu 
huomattavasti ja jää superkierteistä muotoa ylemmäksi. Jos plasmidi on esimer-
kiksi restriktioentsyymikäsittelyn jälkeen lineaarinen, sen nopeus on edellä 
mainittujen välissä. (Suominen ym. 2010, 127.) 
 
Nukleiinihappoja ei kuitenkaan sellaisenaan havaita agaroosigeeliltä, vaan ne 
saadaan värjättyä käsittelemällä geeliä etidiumbromidilla (EtBr). Erikokoiset 
DNA/RNA-jaksojen vyöhykkeet erottuvat sitten värillisinä, kun geeliä ajon jäl-
keen säteilytetään ultraviolettivalolla. Jotta erottuneiden DNA/RNA-jaksojen 
kokoja voitaisiin arvioida, täytyy elektroforeesiajoon näytteen lisäksi ottaa myös 
kokostandardi. Yleensä kokostandardina on restriktioentsyymeillä tunnetun 
kokoisiksi fragmenteiksi pilkottua DNA:ta. (Suominen ym. 2010, 123 - 125.) 
 
    
   
   
39 
Työn kokeellisessa osuudessa agaroosigeelielektroforeesilla suoritettiin testi-
geeliajot muun muassa ensimmäisten PCR-reaktioiden jälkeen, jotta saatiin 
selville, oliko saatu haluttua tunnetun kokoista tuotetta ja oliko mukana paljon 
epäpuhtauksia. Mikäli testigeeliltä löydettiin oikeaa tuotetta, tehtiin sitä vielä 
suuremmat PCR-reaktiot ja sen jälkeen haluttu DNA-tuote leikattiin prepara-
tiiviselta geeliltä ja eristettiin ja puhdistettiin spin-kolonnimenetelmällä. 
 
Myös digestioreaktioiden jälkeen otettiin näytteet testigeelille. Sen avulla voitiin 
tarkastella reaktion onnistumista, koska geeliltä nähtiin oliko digestoitunut oi-
kean kokoiset DNA-palaset. Jos digestio oli onnistunut eli erottui vektori ja in-
sertti, DNA saostettiin ensin reaktioseoksesta ja liuotettiin TE-puskuriin pienem-
pään tilavuuteen. Sen jälkeen näyte ajettiin kokonaisuudessaan preparatiivisella 
geelillä ja eristettiin DNA geeliltä kuten PCR:n kohdalla. 
    
   
   
40 
 8  PLASMIDIVEKTORIN VALMISTAMINEN 
 
 
Vektoreita käytetään geenitekniikassa kuljettamaan haluttu DNA-jakso toiseen 
eliöön, yleensä bakteeriin. Vektoreiden päätyyppejä ovat plasmidivektorit, faagi-
vektorit sekä lambda- ja kosmidivektorit, joilla kaikilla on omat etunsa ja käyttö-
kohteensa. Plasmidivektorit olivat ensimmäisiä kloonausvektoreita ja ovat edel-
leen hyvin laajasti käytössä, koska ne ovat yksinkertaisimpia käyttää. Ne ovat 
myös erinomaisia vektoreita cDNA-kirjastojen valmistuksessa. (Suominen ym. 
2010, 74; Prescott ym. 2002, 333 - 334.) 
 
8.1  Plasmidivektorit 
 
Ensimmäiset plasmidit löydettiin E. colilta 1940-luvulla. Ne ovat pieniä (< 10 kb) 
rengasmaisia DNA-pätkiä ja sisältävät muutamia geenejä. Plasmidit replikoi-
tuvat isäntäsoluissa itsenäisesti. Plasmidien eristäminen ja puhdistaminen on 
helppoa ja ne voidaan myös transformaatiossa siirtää uudelleen bakteerisoluun. 
Bakteerisolut pystyvät ottamaan sisäänsä vain tietyn määrän paljasta DNA:ta. 
Tämän vuoksi geenitekniikan plasmideista poistetaan yleensä kaikki ylimää-
räinen DNA, jolloin saatu tila voidaan täyttää siirrettävällä DNA:lla. Yhdistelmä-
DNA- eli rekombinantti-DNA-tekniikoissa on käytössä muunnellut plasmidit, 
joihin on lisäilty tai poistettu alkuperäisistä plasmideista osia. Plasmidivektoreita 
on kehitetty hyvin tarkasti tiettyjä tehtäviä varten, ja niitä voidaankin valita työn 
tarkoituksen mukaan. Tiettyjä piirteitä kuitenkin löytyy kaikista geenitekniikassa 
käytetyistä plasmidivektoreista, kuten replikaation aloitusalue (ori-alue, engl. 
origin of replication), restriktioentsyymin tunnistuskohta eli monikloonauskohta 
(MCS-alue, engl. Multiple Cloning Site) sekä selektiogeeni. Nämä löytyvät myös 
kuvan 12 esimerkkivektorista. (Salo 1997a; Prescott ym. 2002, 334; Suominen 
ym. 2010, 76; Cloning Vectors.) 
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KUVA 12. Kuvassa tyypillinen plasmidivektori, joka sisältää katkaisukohdat 
useille restriktioentsyymeille. Kyseinen plasmidi sisältää ampisilliiniresistenssi-
geenin. Plasmidissa on myös ori-alue. (Cloning Vectors.) 
 
8.1.1  Ori-alue 
 
DNA-molekyyleissä on aina tietty kohta, josta replikaatio alkaa, ja sama koskee 
myös plasmideja. Ori-alueet ovat lajikohtaisia eli plasmidit pystyvät replikoitu-
maan vain yhdessä tietyssä tai muutamissa isäntäsoluissa.  Plasmidi voi sisäl-
tää myös erilliset ori-alueet kahdelle eri lajille, jolloin yhdessä isäntäsolussa 
toimii toinen ja toisessa lajissa toinen ori-alue. Tällöin kyseessä on sukkula-
vektori. (Suominen ym. 2010, 75.) 
 
Ori-alue vaikuttaa myös plasmidin kopiolukuun eli siihen kuinka monta identtistä 
plasmidimolekyyliä isäntäsolussa on. On olemassa siis pienen kopioluvun plas-
mideja, joita soluissa on vain 1 - 2 kappaletta, sekä suuren kopioluvun plasmi-
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deja, joita voi olla 300 - 700 kpl solua kohti. Kopioluvuilla on oleellinen merkitys 
muun muassa siihen, miten tutkittava geeni saadaan ilmentymään tehokkaasti. 
Jos geeni siirretään suuren kopioluvun plasmidiin, geenejä on isäntäsolussa 
normaalin yhden sijasta useita satoja, ja jokainen toimii transkriptiossa ja tuottaa 
huomattavasti enemmän mRNA:ta ja sitä myöten proteiinia. Jos taas tutkittava 
geeni tai sen tuottama proteiini on isäntäsolulle haitallista, on mahdollista 
käyttää pienen kopioluvun plasmidivektoreita, mikä vähentää haittavaikutusta. 
Yhdistelmä-DNA-tekniikan käytännön työskentelyssä on siis aina tapauskoh-
taisesti valittava plasmidivektori, joka kykenee replikoitumaan kyseisessä isän-
täsolussa ja lisäksi kopioluvun olisi oltava tarkoituksenmukainen. (Suominen 
ym. 2010, 75.) 
 
8.1.2  MCS-alue 
 
Plasmidivektorissa on oltava tunnistuskohta jollekin restriktioentsyymille, jotta 
plasmidirengas voidaan avata vieraan DNA:n liittämistä varten. Usein nämä 
restriktioentsyymin katkaisukohdat ovat uniikkeja eli esiintyvät plasmidissa vain 
yhdessä kohdassa, koska muuten plasmidi hajoaisi katkaisussa useaan osaan. 
(Suominen ym. 2010, 77.) 
 
Vektori ja liitettävä DNA pitää kumpikin pystyä katkaisemaan samalla entsyy-
millä. Käytännössä plasmidivektorissa olisi siis hyvä olla useita sopivia uniikkeja 
restriktioentsyymin katkaisukohtia, jotta mahdollisimman monien eri restriktio-
entsyymeillä katkaistujen DNA-jaksojen eli inserttien liittäminen vektoriin onnis-
tuisi. Yleensä plasmidivektoreissa onkin ainakin yksi MCS-alue eli monikloo-
nausalue, joka sisältää katkaisukohdat usealle restriktioentsyymille. (Suominen 
ym. 2010, 77; Cloning Vectors.) 
 
8.1.3  Selektiogeeni 
 
Plasmidivektorissa on oltava jokin selektiogeeni, jotta transformaation jälkeen 
voitaisiin tunnistaa halutun plasmidin sisältävät solut transformoitumattomista 
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soluista. Useimmin selektiogeeninä on antibioottiresistenssigeeni, joka aiheut-
taa isäntäsolulleen antibioottiresistenssin, eli geeni tuottaa jotakin antibioottia 
hajottavaa tai inaktivoivaa entsyymiä. Bakteerien, joilla on antibioottiresistenssi, 
on siis mahdollista kasvaa kyseistä antibioottia sisältävässä kasvualustassa. 
Usein yhdistelmä-DNA-vektoreissa käytetään ampisilliiniresistenssiä (Ampr), 
kanamysiiniresistenssiä (Kmr)
 
ja kloramfenikoliresistenssiä (Cmr). (Suominen 
ym. 2010, 74.)  
 
Esimerkiksi E. colissa plasmidien transformaatiotehokkuus on melko pieni ja 
suurin osa kasvualustalla lisääntyvistä soluista ei sisällä haluttua plasmidi-
vektoria. Siksi kasvualustassa käytetään antibioottia, joka tappaa transformoitu-
mattomat E. colit, ja ainoastaan vektorin sisältävät antibioottiresistentit bakteerit 
voivat lisääntyä kasvualustalla. Ampisilliiniresistenssigeeni muodostaa β-
laktamaasi-entsyymiä, joka inaktivoi ampisilliiniantibiootin. (Cloning Vectors.) 
  
8.1.4  α-komplementaatio 
 
Antibioottiresistenssigeenin ollessa plasmidivektorissa luonnostaan ja auttaessa 
erottamaan kasvualustalla transformoituneet bakteerisolut plasmidivektoria 
sisältämättömistä soluista, on monilla yleisvektoreilla lisäksi ominaisuus, jonka 
avulla voidaan erottaa yhdistelmä-DNA-plasmidin sekä pelkän vektoriplasmidin 
sisältävät transformantit toisistaan. Menetelmää kutsutaan α-komplementaa-
tioksi tai sini-valkoseulonnaksi (engl. blue/white screening) ja se perustuu E. 
colissa β-galaktosidaasientsyymin aiheuttamaan värireaktioon elatusmaljalla. 
(Suominen ym. 2010, 79; Cloning Vector. 2011.) 
 
Sini-valkoseulontaa hyödyntävät vektorit sisältävät β-galaktosidaasin amino-
terminaalista α-fragmenttia (entsyymin alkuosaa) koodaavan geeninosan eli 
lacZα-geenin (tai lacZ’). β-galaktosidaasin α-fragmentti ei kuitenkaan yksistään 
toimi entsymaattisesti, vaan vaaditaan myös entsyymin loppuosa eli ω-frag-
mentti (omega-fragmentti). Kyseisten vektorien isäntäsoluina toimivissa E. coli -
-kannoissa on ns. F’-tekijä, joka sisältää β-galaktosidaasin ω-fragmenttia 
koodaavan  lacZ-geenin loppuosan. Transformoitaessa E. colit vektorilla näiden 
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entsyymin osien on mahdollista yhdistyä ja toimia β-galaktosidaasin tavoin. 
(Suominen ym. 2010, 80.) 
 
Normaalisti β-galaktosidaasientsyymi hajottaa laktoosia glukoosiksi ja galaktoo-
siksi, mutta lisäksi se pystyy hajottamaan myös X-gal -nimistä ainetta. X-gal (5-
bromi-4-kloori-3-indolyyli-D-galaktopyranosidi) on synteettinen laktoosintapai-
nen yhdiste, jonka hajoamistuote on sininen. Kun X-gal -väriainetta sisältävällä 
maljalla kasvatetaan vektorilla transformoituja soluja, värjäytyvät solut ja koko 
pesäkkeet sinisiksi. Sen sijaan, jos vektorin lacZ’-geeniosan alkupuolella 
sijaitsevalle MCS-alueelle liitetään haluttu DNA-jakso eli insertti, lacZ’-geenin 
toiminta loppuu. Tällöin ei enää muodostu β-galaktosidaasin α-fragmenttia ja 
koska ω-fragmenttikaan ei toimi yksinään entsymaattisesti, yhdistelmä-DNA-
plasmidin sisältävät E. coli -solut eivät värjäydy kasvatusmaljalla sinisiksi, vaan 
jäävät valkeiksi pesäkkeiksi. Kuvassa 13 esitetään millä tavalla erotetaan 
kasvatusmaljalta bakteerit, jotka ovat transformoituneet insertin sisältävällä 
vektorilla tai pelkällä vektorilla, sekä lisäksi transformoitumattomat solut. 
(Suominen ym. 2010, 80 - 81.) 
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KUVA 13. Vasemman puoleisessa tapauksessa on bakteeri transformoitu sekä 
insertin että vektorin sisältävällä plasmidilla, kun taas keskellä vektoriin ei ole 
ligaatiossa saatu inserttiä, joten pesäkkeet ovat siniset. Oikealla solut eivät ole 
transformoituneet ollenkaan eikä pesäkkeitä ole lainkaan amp-kasvualustalla. 
(http://oregonstate.edu/instruction/bb350/textmaterials/13/Slide19.jpg) 
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α-komplementaatio on yleisimmin käytetty seulontamenetelmä E. colilla työs-
kenneltäessä, koska sen avulla voidaan yksinkertaisesti nähdä heti transfor-
manttien kasvatusmaljalta, minkä pesäkkeiden solut sisältävät yhdistelmä-DNA-
plasmidin eli insertin sisältävän vektorin ja missä soluissa on ainoastaan vektori. 
Tämä on erittäin tarpeellista ja aikaa säästävää, koska ligaatiossa syntyy myös 
paljon vektoritaustaa eli vektoria ilman inserttiä, kun vektori on ligaatiossa liittä-
nyt pelkästään omat avoimet päänsä yhteen. (Suominen ym. 2010, 79 - 80.) 
 
8.2  Digestio eli DNA:n pilkkominen restriktioentsyymien avulla 
 
Restriktioentsyymit ovat bakteereista eristettyjä nukleiinihappoja pilkkovia ent-
syymejä eli nukleaaseja, jotka pystyvät katkaisemaan kaksijuosteisen DNA:n 
tietyn emäsjärjestyksen kohdalta. Restriktioentsyymien ansiosta DNA:sta saa-
daan eriteltyä halutun kokoisia, muutaman sadan tai tuhannen nukleotidin pitui-
sia pätkiä. Restriktiopalaset voidaan erottaa elektroforeesin avulla, jolloin palat 
asettuvat kokonsa perusteella geelillä eri kohtiin kuvan 14 mukaisesti. Kukin 
DNA-pala pystytään irrottamaan geelistä ja jatkamaan sen tutkimusta. 
(Turpeenoja 1999, 151.)  
KUVA 14. Digestioreaktion tutkiminen geelielektroforeesilla (Digestio 
(restriktioentsyymien käyttö) 2006.) 
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Kullakin restriktioentsyymillä on omat tunnistuskohtansa DNA-sekvenssissä ja 
ne ovat yleensä 4 - 8 nukleotidiparia pitkiä. Tunnistuskohta sisältää entsyymille 
ominaisen katkaisukohdan kuvan 15 esimerkin mukaan. Suurin osa restriktio-
entsyymeistä aiheuttaa DNA:han kohessiiviset päät eli vastinjuosteita ei katkais-
ta täysin samasta kohdasta, jolloin kumpaankin päähän jää lyhyt yksijuosteinen 
pää. Kohessiiviset päät ovat valmiita pariutumaan uudestaan sellaisen DNA-
juosteen kanssa, jolla on oikea vastinemäsjärjestys. Sen sijaan osa restriktio-
entsyymeistä katkaisee molemmat DNA-juosteet saman emäsparin kohdalta 
muodostaen DNA:han tylpät päät kuten kuvassa 16. Tällöin DNA:n päihin voi-
daan joutua liittämään toiseen juosteeseen poly-A -häntä ja toiseen poly-T -
häntä mahdollistamaan onnistuneempi ligaatio. (Salo 1997b; Digestio (restriktio-
entsyymien käyttö) 2006.) 
 
 
 
 
 
KUVA 15. EcoRI-restriktioentsyymin tunnistuskohta ja nuolella osoitettu 
katkaisukohta, sekä sen muodostamat kohessiiviset päät (Salo 1997b.) 
 
 
KUVA 16. HindII-restriktioentsyymin tunnistuskohta ja nuolella osoitettu 
katkaisukohta, sekä sen muodostamat tylpät päät (Salo 1997b.) 
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Restriktioentsyymien käytön merkittävä sovellus on esimerkiksi kloonauksessa 
eli vieras geenipala saadaan siirrettyä kloonausvektoriin, kuten plasmidiin. Ne 
ovat siis olennainen osa yhdistelmä-DNA:n valmistamisessa. Kun rakennetaan 
yhdistelmä-DNA-molekyylejä esimerkiksi eri lajeista peräisin olevista DNA:ista, 
yhdistettävät DNA:t katkaistaan samoilla restriktioentsyymeillä, jotta saadaan 
samanlaiset yksijuosteiset päät. (Salo 1997b.)  
  
Käytännössä restriktioentsyymien annetaan vaikuttaa näytteessä tietty aika 
tietyssä lämpötilassa. Kullakin entsyymillä on omat optimiolosuhteensa. Diges-
tioreaktion jälkeen DNA:n katkaisun onnistumista tutkitaan usein agaroosigeeli-
elektroforeesin avulla. Erikokoiset DNA-palat löytyvät geeliltä eri kohdista ja 
koot voidaan selvittää vertaamalla paikkoja tunnetun kokoisia DNA-palasia 
sisältävään standardinäytteeseen kuten kuvassa 14. (Digestio (restriktioentsyy-
mien käyttö) 2006.) 
 
8.3  Ligaatio eli DNA-jaksojen liittäminen toisiinsa 
ligaasientsyymien avulla 
 
DNA-ligaasit ovat entsyymejä, jotka liittävät kovalenttisesti yhteen kaksi lineaa-
rista DNA-jaksoa. Yhdistelmä-DNA-tekniikassa käytetyin ligaasi on E. colin T4-
faagin tuottama entsyymi eli T4-DNA-ligaasi. Ligaation yleisimpiä sovelluksia on 
liittää tietty DNA-jakso eli insertti vektoriin, kuten restriktioentsyymien avulla irro-
tettu geeni plasmidivektoriin. Kuvassa 17 on esitetty eri mahdollisuudet diges-
toitujen DNA-jaksojen ligatoitumiselle. (Suominen ym. 2010, 131; Ligaatio. 
2006.)  
 
Edellytys ligaasientsyymin toiminnalle on DNA-päät, joissa toisen nauhan 5’-
päässä on vapaa fosfaattiryhmä ja toisen 3’-päässä vapaa OH-ryhmä. Näiden 
välille DNA-ligaasi muodostaa kovalenttisen fosfodiesterisidoksen ja syntyy 
yhtenäistä kaksijuosteista DNA:ta. Yhteen liitettävien DNA-päiden lisäksi T4-
DNA-ligaasi tarvitsee myös ATP:tä energianlähteeksi, Mg2+-ioneja sekä pelkis-
tävät olosuhteet. (Suominen ym. 2010, 131.) 
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KUVA 17. EcoRI-restriktioentsyymillä katkaistut DNA-jaksot laitetaan 
ligaatioreaktioon. On mahdollista syntyä kahdella tavalla yhdistelmä-DNA- eli 
rekombinanttimolekyylit tai alkuperäiset DNA-jaksot voivat liittyä takaisin yhteen.  
(Isolating and analyzing genes.) 
 
 
Digestio eli DNA:n katkaisu restriktioentsyymeillä aiheuttaa DNA:han joko 
kohessiiviset tai tylpät päät. Kohessiivisissa päissä on muutaman nukleotidin 
mittaiset yksijuosteiset hännät, jotka liittyvät ligaatiossa helposti yhteen DNA-
jaksojen kanssa, joiden häntien sekvenssit ovat komplementaariset. Yhteen lii-
tettävät vektori ja insertti on siis katkaistava samalla restriktioentsyymillä, sillä 
eri entsyymien tuottamia erilaisia kohessiivisia päitä ei voi liittää yhteen ligaati-
olla. Sen sijaan DNA-jaksojen tylpät päät voi liittää yhteen ligaasientsyymillä, 
vaikka ne olisi saatu aikaan eri entsyymeillä. Kohessiivisten päiden ligaatio on 
kuitenkin huomattavasti tylppien päiden ligaatiota tehokkaampaa, koska insertti 
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pystyy liittymään kohessiivisesta päästään vektoriin ensin vastinemästen väli-
sillä vetysidoksilla, jonka jälkeen ligaasientsyymi muodostaa puuttuvat fosfo-
diesterisidokset. Tylppien päiden ligaatiossa ei ole vastinemästen vetysidoksia, 
mutta ligaasi voi silti muodostaa puuttuvat fosfodiesterisidokset. (Suominen ym. 
2010, 132 - 133; Ligaatio. 2006.) 
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 9  TRANSFORMAATIO 
 
 
Geenitekniikassa transformaatiolla tarkoitetaan DNA:n siirtämistä bakteeri-, 
hiiva-, home- tai kasvisoluun, kun kuljettajana eli vektorina on plasmidi. Jos 
vektorina on virus, tapahtumaa kutsutaan transfektioksi. Kohdesolun ollessa 
eläinsolu puhutaan aina transfektiosta, kuljetettiinpa DNA soluun millä tavalla 
tahansa. Joka tapauksessa transformaatiossa on kyse geneettisen materiaalin 
siirtymisestä DNA-molekyylien välityksellä solusta tai eliöstä toiseen. Bakteeri-
solut eivät juuri transformoidu lineaarisella DNA:lla, joten yhdistelmä-DNA-
molekyylit täytyy ennen transformaatiota liittää toisiinsa ehjäksi plasmidiren-
kaaksi DNA-ligaasientsyymin avulla. (Suominen ym. 2010, 140.) 
 
On olemassa kaksi pääasiallista menetelmää bakteerisolujen transformoimi-
seen, kemiallinen menetelmä ja elektroporaatio. Kemiallinen transformaatio 
hyödyntää CaCl2-käsittelyä ja lämpöshokkia, kun taas elektroporaatiossa trans-
formaatio tapahtuu sähkökentässä korkean jännitteen avulla. Molemmat mene-
telmät ovat ihan toimivia, mutta elektroporaatiolla saadaan suurempia transfor-
maatiotehokkuuksia. Kumpikin näistä transformaatiomenetelmistä oli käytössä 
myös työn kokeellisessa osuudessa. (Transformation and Phage. 2000.) 
 
9.1  CaCl2-menetelmä 
 
Jotkut bakteerisolut voivat olla luonnostaankin kompetentteja eli pystyvät otta-
maan DNA:ta sisäänsä, toisin sanoen transformoitumaan, mutta yleensä solut 
kuitenkin täytyy tehdä kompetenteiksi esimerkiksi kalsiumkloridikäsittelyllä. 
CaCl2-menetelmä onkin vanhin tapa transformoida E. coli -soluja. 
 
CaCl2-
käsittely tehdään transformoitavien solujen kasvun ollessa varhaisessa ekspo-
nentiaalivaiheessa eli kasvuston A600nm
 
= n. 0,3-0,6. (Suominen ym. 2010, 141 - 
142.) 
 
Bakteerien solukalvo päästää negatiivisesti varautuneet kloridi-ionit läpi, mutta 
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ei kalsiumioneja. Vesimolekyylit seuraavat varauksellisia kloridi-ioneja ja tämä 
veden tulo aiheuttaa solujen turpoamisen, mikä mahdollistaa DNA-molekyylien 
pääsyn bakteerisoluun. Solujen transformoituminen DNA:lla vaatii kuitenkin 
myös lämpökäsittelyn. (Bacterial Transformation and Transfection.) 
 
Solujen käsittely kalsiumkloridilla tapahtuu hellävaraisesti jää-vesihauteella alle 
+4 °C:ssa. Kun bakteerisolut on erotettu kasvatusliemestä sentrifugoimalla, ne 
suspensoidaan jääkylmään CaCl2-liuokseen, mikä aiheuttaa kompetenssin 
muodostumisen. Lopulta solut ja supernatantti erotetaan ja solut suspensoidaan 
pieneen määrään jääkylmää kalsiumkloridia. Syntyneitä kompetentteja soluja 
voidaan käyttää transformaatioon heti tai varastoida ne syväjäädytettyinä myö-
hempää käyttöä varten. (Suominen ym. 2010, 142.) 
 
Varsinainen transformaatio tapahtuu lisäämällä kompetenttien solujen joukkoon 
siirrettävä DNA, yleensä siis DNA-ligaatioseos, pienessä tilavuudessa. Transfor-
maatioseosta pidetään jäähauteella parikymmentä minuuttia, jonka jälkeen sille 
aiheutetaan lämpöshokki, mikä saa DNA:n siirtymään soluihin. Sitten putket 
laitetaan takaisin jäihin ja lisätään kasvatusmediumia, joka voi olla esim. LB tai 
SOC. Soluja pidetään 37 °C:ssa hiljaa sekoittaen noin tunnin ajan, millä saa-
daan aikaan vektorin antibioottiresistenssigeenin ekspressoituminen. Lopulta 
transformoidut solut maljataan selektiivisille maljoille, joilla ainoastaan transfor-
moituneet solut kasvavat ja muodostavat pesäkkeitä. Kuva 18 havainnollistaa 
sekä kompetenttien solujen valmistuksen että transformaation kulun CaCl2-
menetelmässä. (Suominen ym. 2010, 142.) 
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KUVA 18. Kompetenttien solujen valmistus CaCl2-menetelmällä sekä 
transformaation kulku (Transformation and Phage. 2000.)  
 
9.2  Elektroporaatio (elektrotransformaatio) 
 
Elektroporaatioksi kutsutaan transformaatiomenetelmää, jolla DNA saadaan 
siirtymään solujen sisään aiheuttamalla niille lyhyen voimakkaan sähköpulssin. 
Elektroporaatio on alunperin kehitetty transfektoimaan eläinsoluja, mutta sitä on 
mahdollista käyttää myös kaikkien muiden solujen kuten bakteerien transfor-
mointiin. Tätä menetelmää käytetään erityisesti tarvittaessa mahdollisimman 
tehokasta transformaatiota, koska sillä on huomattavasti suurempi transformaa-
tiotehokkuus kuin esimerkiksi CaCl2-menetelmässä. (Suominen ym. 2010, 143.) 
 
Elektroporaatio tehdään eksponentiaalisen kasvun keskivälillä oleville soluille. 
Transformoitavat solut siirretään erityisiin transformaatiokyvetteihin, joiden 
reunoilla on elektrodit. Elektroporaatiossa kylmässä (0-4 °C) pidetyille soluille 
annetaan lyhytaikainen, mutta voimakas ja korkeajännitteinen sähköpulssi. 
Tämä saa aikaan hetkellisiä aukkoja soluseinään, joiden kautta DNA pääsee 
siirtymään solujen sisään. Kuvassa 19 esitetään elektroporaation avulla tapah-
tuvan transformaation kulku. Tässä tapauksessa huomattavaa on myös, ettei 
    
   
   
54 
soluja tehdä kompetenteiksi CaCl2-käsittelyllä. Sillä tavoin valmistettuja kompe-
tentteja soluja ei nimenomaan voi käyttää elektroporaatiossa, koska suolaionit 
transformaatioseoksessa aiheuttaisivat liian suuren sähkövirran soluille ja 
vahingoittaisivat niitä. (Suominen ym. 2010, 143.) 
 
 
 
KUVA 19. Transformaatio elektroporaation avulla (Transformation and Phage. 
2000.) 
 
 
Transformaatio sähkökentässä korkean jännitteen avulla on tehokkuutensa 
ansiosta hyvä menetelmä muun muassa kun valmistetaan cDNA-kirjastoja tai 
jos lähtömateriaalia on hyvin vähän. 1 µg:lla DNA:ta voidaan saada jopa yli 1010 
transformanttia. Kuten CaCl2-menetelmässä myös elektroporaatiossa lineaari-
sen DNA:n transformaatiotehokkuus on vain noin 0,1 % rengasmaisen DNA:n 
tehokkuudesta. (Suominen ym. 2010, 143; Bacterial Transformation and 
Transfection.) 
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 10  POHDINTA 
 
 
Opinnäytetyön kirjallisen osuuden tekeminen oli loppujen lopuksi kiinnostava 
prosessi. Geenitekniikan kieli ja käsitteet jo pelkästään ovat asiaa syvemmin 
tuntemattomalle ja kokemattomalle hyvin vaikeasti ymmärrettäviä, ja ihan 
selvästi huomasi, että vasta kirjallista osuutta tehdessä ymmärsi useitakin työn 
kokeellisen osuuden asioita selvästi paremmin. Aineistoakin opinnäytetyöhön 
löytyi suhteellisen hyvin. Useista työn aiheista olisi tietenkin saanut kirjoitettua 
paljon syvemminkin, mutta raja oli vain vedettävä johonkin. 
 
Työn kokeellinen osuus oli myös mielenkiintoinen kokemus. Työskentely oli 
hyvinkin itsenäistä, mutta toki työn ohjaajalta Johanna Veijolalta sai aina tarvit-
taessa apua ja neuvoja. Geenitekniikan työt ovat sikälikin melko haasteellisia, 
ettei työvaiheiden reaktioissa tapahdu paljonkaan mitään silmin nähtävää, vaan 
käytännössä pienen pieni läpinäkyvä DNA-sakka on koko työssä näkyvintä 
sekä tietysti pesäkkeet maljoilla bakteerisolujen transformaation jälkeen. Kuiten-
kin sekä opinnäytetyön kokeellisen että kirjallisen osuuden perusteella jäi sellai-
nen mielikuva, että voisi kuvitella tekevänsä aiheeseen liittyviä töitä jatkossakin, 
tosin ehkä hieman rutiininomaisempina eikä niinkään tutkimusmielessä.  
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